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 Enzim Selulase merupakan enzim yang digunakan untuk mendegradasi 
selulosa. Enzim selulase dapat diproduksi oleh bakteri selulolitik. Bakteri 
selulolitik dapat diisolasi dari beberapa limbah pertanian, salah satunya adalah 
bekatul. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi bakteri selulolitik yang mampu 
memproduksi enzim selulase dan menguji aktivitas ekstrak kasar enzim dengan 
variasi suhu inkubasi. 
Penelitian ini diawali dengan tahapan isolasi dan seleksi bakteri 
menggunakan media selektif pertumbuhan bakteri selulolitik yang mengandung 
selulosa yaitu Carboxymethyl Cellulose (CMC) dan karakterisasi bakteri secara 
makroskopis dan mikroskopis. Selanjutnya adalah produksi enzim selulase kasar 
dan uji aktivitas enzim selulase dengan variasi suhu inkubasi 30˚C, 40˚C, 50˚C, 
dan 60˚C. Pengujian Aktivitas enzim menggunakan metode DNS (3,5-asam 
dinitrosalisilat) dengan spektrofotometer UV-Vis. 
Hasil penelitian ditemukan lima isolat bakteri yang berhasil diisolasi dari 
bekatul menggunakan substrat bekatul. Terdapat tiga isolat dengan kode IR 1, IR 
2, dan IR 6 pada suhu 30˚C memiliki aktivitas selulase tertinggi berturut-turut 
tsebesar 0,741 U/mL; 0,616 U/mL; dan 0,638 U/mL. Sedangkan dua isolat dengan 
kode IR 4 dan IR 10 pada suhu 40˚C dengan aktivitas selulase tertinggi masing-
masing adalah 0,710 U/mL dan 0,680 U/mL. Isolat dengan kode IR 10 memiliki 
aktivitas selulolitik terbesar dengan karakter mikroskopis gram positif, sel 
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Cellulase is an enzyme used to degrade cellulose. Cellulase enzymes can be 
produced by cellulolytic bacteria. Cellulolytic bacteria can be isolated from 
several agricultural wastes, one of which is rice bran. This study aims to isolate 
cellulolytic bacteria capable of producing cellulase enzymes and to test the 
activity of the crude extract of the enzyme with variations in incubation 
temperature. 
This study begins with the isolation and selection of bacteria using a 
selective medium for the growth of cellulolytic bacteria containing cellulose, 
namely Carboxymethyl Cellulose (CMC) and macroscopic and microscopic 
characterization of the bacteria. Next is the production of crude cellulase enzymes 
and cellulase enzyme activity tests with variations in incubation temperature of 
30˚C, 40˚C, 50˚C, and 60˚C. Enzyme activity testing using DNS method (3,5-
dinitrosalicylic acid) with UV-Vis spectrophotometer. 
The results of the study found five isolates of bacteria that were successfully 
isolated from rice bran using rice bran substrate. There were three isolates with 
codes IR 1, IR 2, and IR 6 at 30˚C which had the highest cellulase activity of 
0.741 U/mL, 0.616 U/mL, and 0.638 U/mL, respectively. Meanwhile, two isolates 
with codes IR 4 and IR 10 at 40˚C with the highest cellulase activity were 0.710 
U/mL and 0.680 U/mL, respectively. Isolates with IR code 10 had the greatest 
cellulolytic activity with microscopic Gram positive characters, bacilli-shaped 
cells, endosporas and catalase activity. 
xvi 
البَحثِ  ُمستَخِلصُ   
 
عسل البكتيريا السليلوليتيت من نخالت األرز واختبار . ٕٕٔٓ  .ٍيتفطشٌت, ىاى
ميٍت قسٌ اىنٍٍَبء ،  .نشاط إنسيم السليوالز مع تغير درجت حرارة الحضانت
اإلسالٍٍت اىحنٍٍ٘ت اىعيً٘ ٗ اىخنْ٘ى٘صٍب ، صبٍعت ٍ٘الّب ٍبىل إبشإٌٍ 
ُه .  ٍبالّش َّٗ شِشُف األَ َُ اىَششف اىزبًّ: : اىذمخ٘س امٍِ اىضْت اىَبصسخٍش. اى
 دمحم إٍبً اىذٌِ اىَبصسخٍش.اىحش  اىذمخ٘س
 
فخَبِحٍَتُ  َُ بُث اى ََ ََّخبىَتُ األُُسِص ، اىبنخٍشٌب اىسٍي٘ى٘ىٍِخٍَتُ ، إّضٌٌ اىسيٍ٘الص ، :  اىني
DNS  
 
ُِ أُ حُِْخَش ٕ٘  اّضٌٌ سيٍي٘ص  ٌِ اىسيٍي٘ص. ٌَُِن ًُ ِىخَحِطٍ إالّضٌٌ اىزي ٌُسخَخذَ
اىبنخٍشٌب اىَحييت ىيسيٍ٘الص إّضٌَبث اىسيٍ٘الص. ٌَنِ َعضه اىبنخٍشٌب اىسٍي٘ى٘ىٍخٍت 
َّخبَىتُ األُُسص. حٖذف ٕزٓ اىذساست إىى  َٕب  َخيَفَِبث اىِضَساِعٍَِت ، أََحذُ َُ ٍِ اىعَِذٌِذ ٍِ اى
َحييت ىيسيٍ٘ىٍج اىقبدسة عيى إّخبس إّضٌَبث اىسيٍ٘ىٍض ٗاخخببس عضه اىبنخٍشٌب اى
 ّشبط اىَسخخيصبث اىخبً ىٖزٓ اإلّضٌَبث فً دسصبث حشاسة حضبّت ٍخخيفت..
ٌبذأ ٕزا اىبحذ بعضه ٗاخخٍبس اىبنخٍشٌب ببسخخذاً ٗسظ َّ٘ بنخٍشي اّخقبئً 
ٍف ( ٗاىخ٘صCMCٌحخ٘ي عيى اىسيٍي٘ص، ًٕٗ مشب٘مسً ٍٍزٍو اىسيٍي٘ص )
اىَضٖشي ٗاىَضٖشي ىيبنخٍشٌب. اىخبىً ٕ٘ إّخبس إّضٌَبث اىسيٍ٘ىٍض اىخبً 
 00ٗاخخببساث ّشبط إّضٌٌ اىسيٍ٘ىٍض ٍع حغٍشاث فً دسصت حشاسة اىحضبّت 
دسصت ٍئٌ٘ت. اخخببس  00دسصت ٍئٌ٘ت ،  00دسصت ٍئٌ٘ت ،  00دسصت ٍئٌ٘ت ، 
 .UV-Visً ٍع ٍقٍبط اىطٍف اىض٘ئ DNSّشبط اإلّضٌٌ ببسخخذاً طشٌقت 
عضالث بنخٍشٌت حٌ عضىٖب بْضبط ٍِ ّخبىت األسص  0ٗصذث ّخبئش اىذساست 
ٗ  IR 1  ٗIR 2ببسخخذاً طبقت ّخبىت األسص. مبّج ْٕبك رالد عضالث بأم٘اد 
IR 6  0.701دسصت ٍئٌ٘ت ٗاىخً مبُ ىٖب أعيى ّشبط سٍيٍ٘الص قذسٓ  00عْذ U 
/ mL  ٗ0.010 U / mL  ٗ0.000 U / mL ٘اىً. فً اى٘قج ّفسٔ ، عيى اىخ
دسصت ٍئٌ٘ت ٍع أعيى ّشبط  00عْذ  IR 4  ٗIR 10مبّج عضىخبُ ٍع اىن٘دحٍِ 
ٗحذة / ٍو عيى اىخ٘اىً. مبُ ىيعضالث اىخً  0.000ٗحذة / ٍو ٗ  0.710سي٘الص 
أمبش ّشبط ححيو خي٘ي ٍع خصبئص  10ححخ٘ي عيى سٍض األشعت ححج اىحَشاء 






1.1  Latar Belakang 
Limbah pertanian merupakan semua sisa tanaman pertanian yang berasal 
dari kegiatan pasca panen setelah diambil hasil utamanya yaitu padi. Padi (Oryza 
sativa) adalah salah satu tanaman yang menjadi makanan pokok sebagian besar 
penduduk dunia terutama negara-negara di benua Asia, khususnya negara 
Indonesia. Kementrian Pertanian Republik Indonesia menyebutkan, bahwa jumlah 
produksi padi yang diperoleh di Indonesia pada tahun 2014-2018 mencapai 70-80 
ribu ton/Ha (Badan Pusat Statistik, 2018). Proses dari penggilingan padi 
menghasilkan 70% beras atau endosperm sebagai produk utama dan beberapa 
produk sampingan seperti bekatul (kurang lebih 8–10 persen) (Chen, et al., 2012).  
Pemanfaatan limbah dari tanaman padi secara tersirat dijelaskan oleh Allah 
dalam al-Qur’an bahwa segala sesuatu yang diciptakannya memiliki manfaat. 
Sebagaimana firmanNya [QS. Al-Imran (3): 191], 
 
 َِ َُ فًِ َخْيِق  اىَِّزٌ ٌَخَفَنَُّشٗ َٗ  ٌْ ِٖ َعيََى ُصُْ٘بِ َٗ قُعُ٘داً  َٗ َُ ّللّاَ قٍَِبٍبً  ٌَْزُمُشٗ
َٕزا بَبِطالً ُسْبَحبََّل فَِقَْب َعزَاَة اىَّْبِس  ب َخيَْقَج  ٍَ َب  األَْسِض َسبَّْ َٗ اِث  َٗ ب ََ -اىسَّ
ٔ٩ٔ- 
 
Artinya: ”((yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri, duduk atau 
dalam keadaan berbaring, dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan 
bumi (seraya berkata), “Ya Tuhan kami, tidaklah Engkau Menciptakan semua ini 





Surat al-Imran ayat 191 menjelaskan bahwa orang-orang yang mengingat 
Allah adalah orang-orang yang senantiasa berfikir sehingga mengakui bahwa 
segala ciptaanNya tidak dia-sia, tetapi dengan penuh kebenaran diciptakan untuk 
memberikan balasan untuk orang-orang yang beramal baik maupun buruk 
(Abdullah, 2001). Yang dimaksud dengan ulul albab (orang-orang yang berakal) 
adalah orang-orang yang mendalami pemahamannya, berpikir tajam, serta mau 
menggunakan pikirannya, mengambil manfaat dari apa yang telah diciptakan oleh 
Allah dan senantiasa mengingat Allah dalam keadaan apapun, baik dalam keadaan 
berdiri, duduk, maupun berbaring (Shihab, 2002). Selain itu, ayat al-Qur’an 
tersebut menerangkan bahwa tidak ada ciptaan Allah yang sia-sia atau tidak 
memiliki manfaat. Al-Qur’an merupakan kitab yang berisi petunjuk kepada 
manusia, yang mendorong manusia untuk menggunakan akal dan pikirannya 
dalam melakukan observasi alam sehingga diperoleh penemuan baru yang selaras 
dengan al-Qur’an (Shihab, 2009). 
Allah menciptakan segala sesuatu dengan rancangan dan fungsi yang tepat, 
tidak ada satupun di dunia ini yang Allah ciptakan tanpa manfaat. Adanya 
berbagai jenis makhluk hidup yang Allah ciptakan di semesta ini, merupakan 
tanda-tanda kekuasaan Allah bagi orang yang mau berfikir. Maka sudah 
sepantasnya bagi manusia untuk berupaya memikirkan penciptaan Allah dengan 
melakukan observasi alam semesta sehingga memperoleh penemuan-penemuan 
baru dalam rangka pengkayaan ilmu yang selaras dengan al-Qur’an (Shihab, 
2009). Dengan terungkapnya rahasia-rahasia Allah melalui hasil penelitian 





Semua makhluk yang ada di dunia ini diciptakan tidak semata-mata hanya 
untuk melengkapi isi langit dan bumi. Tapi Allah memberikan manfaat bagi 
semua makhluknya. Salah satu makhluk hidup yang dapat dimanfaatkan adalah 
bakteri selulolitik. Dalam penelitian ini bakteri seluloliltik didapatkan melalui 
isolasi dari bekatul. Bekatul (bran) adalah lapisan luar dari beras yang terlepas 
saat proses penggilingan gabah menjadi beras, bewarna krem atau coklat muda. 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa bekatul mengandung protein 16-19%, lemak 
17-20%, karbohidrat 25% (yang terdiri dari serat larut 0,1-1,5% dan serat tidak 
larut 20-25%), dan mineral 6-9% (Faria, et al., 2012). Dengan adanya komponen 
gizi dalam bekatul tersebut, sehingga dapat dimanfaatkan sebagai sumber karbon 
bagi pertumbuhan mikroorganisme seperti bakteri selulolitik. Kelompok bakteri 
yang tergolong selulolitik adalah Bacillus subtilis dan Bacillus cereus. Kedua 
bakteri tersebut telah ditemukan pada bekatul (Jannah, et al., 2018).  
Enzim selulase merupakan  enzim yang dapat menghidrolisis selulosa 
dengan memutus ikatan glikosidik β-1,4 dalam selulosa, selodektrin, selobiosa, 
dan turunan selulosa lainnya menjadi gula sederhana atau glukosa (Kulp, 1984). 
Penelitian yang dilakukan oleh Jannah, et al., (2012), enzim selulase dari bakteri 
selulolitik hasil isolasi dari bekatul menghasilkan dua isolat dengan aktivitas 
selulase tertinggi sebesar 2,16 U/mL dan 1,31 U/mL. 
Enzim selulase yang dihasilkan oleh mikroorganisme memiliki karakteristik 
yang berbeda-beda. Hal ini dipengaruhi oleh beberapa faktor salah satunya suhu 
inkubasi (Hames dan Hooper, 2005). Pada suhu yang optimal, tumbukan antara 
enzim dan substrat sangat efektif, sehingga pembentukan kompleks enzim-




Beberapa hasil penelitian sebelumnya menyebutkan bahwa isolasi bakteri 
selulolitik untuk mengetahui aktivitas enzim yang dihasilkan diantaranya adalah 
Marina, et al., (2018) menyebutkan bahwa enzim selulase yang diisolasi dari 
tanah Danau Kalimpa’a Sulawesi Tengah memiliki aktivitas selulase tertinggi 
pada suhu 40˚C dengan aktivitas enzim selulase yang dihasilkan sebesar 0,279 
U/mL. Penelitian yang dilakukan oleh Saropah (2012), karakterisasi enzim 
selulase oleh bakteri selulolitik yang diisolasi dari bekatul memiliki aktivitias 
tertinggi pada suhu 50˚C. Menurut Akhtar (1998), suhu optimum enzim selulase 
umumnya berkisar antara 40˚C sampai dengan 60˚C.  
Berdasarkan hasil penelitian tersebut, dapat dinyatakan bahwa aktivitas 
enzim sangat dipengaruhi oleh kondisi lingkungan. Enzim selulase memiliki 
kondisi yang berbeda-beda tergantung darimana enzim dihasilkan. Oleh karena itu, 
perlu dikaji lebih lanjut enzim selulase yang diproduksi dari limbah pertanian 
bekatul. 
 
1.2  Rumusan Masalah 
1.  Bagaimana karakteristik bakteri selulolitik hasil isolasi dari bekatul? 
2.  Berapakah suhu inkubasi untuk aktivitas enzim selulase yang dihasilkan 
oleh bakteri hasil isolasi? 
 
1.3  Tujuan Penelitian 
1.  Mengetahui karakteristik bakteri selulolitik hasil isolasi dari bekatul 
2.  Mengetahui suhu inkubasi untuk aktivitas enzim selulase yang dihasilkan 




1.4  Batasan Masalah 
1.  Substrat yang digunakan adalah bekatul beras putih yang berasal dari 
penggilingan padi lokal di Kota Malang. 
2.  Variasi yang digunakan adalah suhu (30˚C, 40˚C, 50˚C, dan 60˚C) 
3.  Parameter yang diteliti adalah kadar gula reduksi atau aktivitas enzim 
selulase menggunakan metode DNS (Asam 3,5-dinitrosalisilat). 
 
1.5  Manfaat Penelitian 
1. Memberikan informasi mengenai bakteri selulolitik yang dapat diisolasi dari 
limbah pertanian bekatul. 
2. Menambah informasi ilmiah dan pengetahuan kepada masyarakat mengenai 
potensi limbah pertanian bekatul yang dapat menghasilkan enzim selulase 
sehingga dapat membantu mengoptimalkan fungsi kerja pakan ternak yang 







Tumbuhan biji-bijian atau biasa disebut dengan serealia merupakan 
sekelompok tumbuhan yang ditanam untuk dipanen biji dan bulirnya yang 
dimanfaatkan sebagai sumber karbohidrat. Sebagaimana firman Allah yang 
berbunyi, 
 
بصبً   بء رَضَّ ٍَ ْعِصَشاِث  َُ َِ اْى ٍِ أََّضْىَْب  َّبَبحبً  -١ٔ-َٗ َٗ ِٔ َحبّبً  ١ٔ-ِىُْْخِشَس بِ  
Artinya: “Dan Kami Turunkan dari awan, air hujan yang tercurah dengan 
hebatnya, untuk Kami Tumbuhkan dengan air itu biji-bijian dan tanam-tanaman” 
(Q.S. an-Naba’ (78): 14-15). 
 
Ayat diatas menjelaskan bahwasannya Allah telah menurunkan dari mega 
mendung air yang sangat lebat, yakni hujan yang deras dan terus-menerus. supaya 
dengannya Kami dapat mengeluarkan biji-bijian dan tumbuh-tumbuhan, 
Linukhrija bihī (supaya dengannya Kami dapat Mengeluarkan), yakni supaya 
dengan hujan itu Kami dapat Menumbuhkan. Habbaw wa nabātā (biji-bijian dan 
tumbuh-tumbuhan), yakni segala biji-bijian dan tumbuh-tumbuhan yang beraneka 
ragam dan dengan warna serta rasa dan aroma yang berbeda-beda, meski hal 
tersebut berada dan berkumpul di suatu tempat (Abdullah, 2005). 
Air merupakan sumber kehidupan. Dari air muncullah tanaman-tanaman 
termasuk biji-bijian. Biji-bijian yang dimaksudkan adalah biji-bijian seperti biji 
gandum, biji beras (bekatul), dan jenis biji-bijian yang lain sebagai bahan 





Gambar 2.1 Lapisan Bekatul dalam Butir Padi (Sharfie dan Norhaizan, 2017) 
 
Bekatul (bran) adalah lapisan terluar dari beras yang terlepas selama proses 
penggilingan gabah menjadi beras (Thahir, 2010). Bekatul umumnya bewarna 
krem atau coklat muda. Lapisan bekatul dapat dilihat pada Gambar 2.1. Lapisan-
lapisan pada bekatul mengandunng sejumlah nutrien seperti protein, lemak, dan 
serat pangan serta sejumlah vitamin, mineral, dan komponen bioaktif. Komposisi 
nutrisi  yang terdapat dalam bekatul dapat dilihat pada Tabel 2.1. 
 
Tabel 2.1 Komposisi Nutrisi Bekatul (Edible Grade) 
Nutrien Kandungan (per 100 g) 
Protein 16,5 g 
Lemak 21,3 g 
Mineral 8,3 g 
Total Karbohidrat Kompleks 49,4 g 
Serat Kasar 11,4 g 
Serat Pangan 25,3 g 
Serat Larut Air 2,1 g 
Pati 24,1 g 
Gula Sederhana 5,0 g 
Vitamin 0,4 mg – 982 mg 
Mineral 0,6 mg – 20,3 g 









Bekatul merupakan komoditi yang berasal dari kulit ari padi-padian. 
Bekatul merupakan hasil samping penggilingan padi yang telah disaring dan 
dipisahkan dari sekam (kulit luar gabah).  Bekatul mengandung serat yang 
sebagian besar terdiri atas karbohidrat seperti selulosa, hemiselulosa, dan lignin 
(Luthfianto, et al., 2017). Bekatul juga memiliki komponen-komponen nutrisi 
yang dibutuhkan oleh bakteri yaitu sumber karbon dan nitrogen. Kandungan 
nutrisi tersebut digunakan sebagai media pertumbuhan oleh bakteri 
(Retnaningtyas, et al., 2004). Penelitian yang dilakukan oleh Asadullah, (2014) 
menerangkan bahwa bakteri dapat hidup pada bekatul. 
 
2.2 Bakteri Selulolitik 
Bakteri selulolitik merupakan bakteri penghasil enzim selulase yang 
memiliki kemampuan untuk menghidrolisis kompleks selulosa menjadi 
oligosakarida yang lebih kecil seperti glukosa (Salah, et al., 2007). Bakteri 
selulolitik dipilih sebagai salah satu mikroba pendegradasi selulosa karena 
memiliki tingkat pertumbuhan yang lebih cepat dibanding kelompok mikroba 
lainnya dan memiliki ketahanan yang tinggi terhadap kelembapan yang 
dibutuhkan untuk dekomposisi selulosa. Hartanti (2010), menyebutkan bahwa 
pemanfaatan bakteri selulolitik sebagai penghasil enzim selulase digunakan untuk 
menghidrolisis selulosa karena bakteri tersebut menghasilkan enzim selulase 
sebagai respon terhadap adanya selulosa pada lingkungannya. Proses ini 
berlangsung apabila terjadi kontak langsung antara sel bakteri dan permukaan 





Tabel 2.2 Berbagai Bakteri Penghasil Selulase 
Genus Spesies 
Acidothermus A. Cellulolyticus 
Bacillus Bacillus sp. 
Clostridium C. acetobutylcum 
 C. thermocellum 
Pseudomonas P. cellulose 
Rinodothermus R. marinus 
Sumber: Sukumaran et al., 2005 
 
2.3 Enzim Selulase 
Enzim merupakan bagian dari protein yang mengkatalisis reaksi-reaksi 
kimia. Enzim juga dapat diartikan sebagai protein katalisator yang memiliki 
spesifisitas terhadap reaksi yang dikatalisis dan molekul yang menjadi substratnya 
(Ompusunggu, et al., 2013). Enzim yang berperan sebagai katalisator dalam 
proses degradasi selulosa adalah enzim selulase. Enzim selulase merupakan enzim 
ekstraseluler, dimana enzim ini akan dilepaskan oleh sel mikroorganisme ke 
dalam media tumbuhnya, sebagai respon adanya substrat selulosa pada media 
tersebut (Fikrinda, 2000). 
Secara enzimatik, proses degradasi selulosa menjadi glukosa melibatkan 
kompleks enzim selulosa spesifik. Terdapat tiga enzim utama yaitu endo-β-1,4-
glukanase, ekso-β-1,4-glukanase, dan β-1,4-glukosidase atau selobiose (Oktavia, 
et al., 2014). Hidrolisis selulosa menjadi glukosa secara konsisten mengalami dua 
tahap dalam sistem enzimatik. Tahap pertama adalah pemecahan ikatan glikosidik 
menjadi selobiosa. Tahap kedua adalah pemecahan ikatan glikosidik pada 
selobiosa menjadi glukosa (Fox, 1991).  
Enzim endo-β-1,4-glukanase berfungsi untuk memotong secara acak pada 




sehingga dihasilkan ujung yang baru. Hal tersebut menyebabkan panjang rantai 
polisakarida menjadi semakin berkurang dengan cepat dan diikuti peningkatan 
jumlah gula reduksi secara bertahap (Lynd, et al., 2002). Kemudian enzim ekso-β-
1,4-glukanase berfungsi untuk memproses ujung reduksi maupun nonreduksi dari 
rantai polisakarida selulosa menghasilkan glukosa (glukanohidrolase) atau 
selobiosa (selobiohidrolase). Sehingga jumlah reduksi meningkat secara cepat dan 
secara keseluruhan hanya terjadi sedikit perubahan panjang rantai dalam waktu 
yang singkat (Lynd, et al., 2002). Enzim β-1,4-glukosidase berfungsi memotong 
selobiosa menjadi molekul-molekul glukosa yang lebih sederhana (Irawati, et al., 
2016). Proses degradasi serat kasar oleh bakteri penghasil enzim selulase dapat 
dilihat pada Gambar 2.2. 
 
 




2.4 Karakterisasi Bakteri 
Karakterisasi bakteri dapat dilakukan dengan dua cara pengujian yaitu, 
karakterisasi morfologi maupun fisiologi. Karakterisasi secara morfologi meliputi 
bentuk koloni (dilihat dari atas), permukaan koloni (dilihat dari samping), tepi 
koloni (dilihat dari atas), dan warna koloni pada bakteri. Bentuk koloni berupa 
bulat (circular), berbenang (filamenthous), tak teratur (irregular), serupa akar 
(rhizoid), dan serupa kumparan (spindle). Permukaan koloni berupa rata (flat), 
timbul datar (raised), melengkung (convex), dan membukit. Tepi koloni dapat 
berupa utuh (entire), berombak (undulate), berbelah (lobate), bergerigi (serrate), 
berbenang (felamenthous), keriting (curled), dan warna koloni bakteri dapat 
berupa keputih-putihan, kelabu, kekuning-kuningan atau hampir bening  
(Dwijoseputro, 1994). 
Karakterisasi morfologi dilakukan dengan pewarnaan gram dan pewarnaan 
endospora. Masing-masing ciri ini penting dalam mencirikan morfologi suatu 
spesies. Sel bakteri yang berbentuk seperti bola atau elips dinamakan kokus. 
Kokus muncul dalam beberapa penataan yang khas tergantung pada spesiesnya. 
Sel berbentuk silindris atau batang dinamakan basilus. Ada banyak perbedaan 
dalam ukuran panjang dan lebar diantara spesies basilus. Ujung beberapa basilus 
tampak persegi, bundar, meruncing, atau lancip seperti cerutu. Terkadang basilus 
tetap saling melekat satu sama lainnya, ujung dengan ujung, sehingga berbentuk 
seperti rantai (Funke, et al., 2004). Hasil karakterisasi bakteri selulolitik yang 







Tabel 2.3 Hasil Identifikasi Bakteri Selulolitik 
Genus Bakteri Selulolitik Karakteristik 
Bacillus (B1, B8, B9, B12) 
Gram positif, berspora, sel batang, 
katalase positif 
Cellulomonas (B2) 
Gram positif, tidak berspora, sel 
kokus, katalase positif 
Microbacterium (B4) 
Gram positif, berspora, sel batang, 
katalase positif 
Neisseria (B5) 
Gram negatif, tidak berspora, sel 
kokus, katalase positif 
Streptococcus (B6) 
Gram positif, tidak berspora, sel 
kokus, katalase negatif, 
Streptomyces (B7) 
Gram positif, berspora, sel batang, 
katalase positif 
Sumber: Supriyatna, et al., 2012 
 
Karakterisasi secara fisiologi dilakukan dengan pengujian aktivitas biokimia, 
dimana aktivitas biokimia setiap bakteri berbeda-beda. Hal tersebut disebabkan 
karena bakteri memiliki aktivitas enzimatik yang berbeda-beda. Sifat metabolisme 
bakteri dalam uji biokimia biasanya dilihat dari interaksi metabolit-metabolit yang 
dihasilkan dengan reagen-reagen kimia dan kemampuannya menggunakan 
senyawa tertentu sebagai sumber karbon dan sumber energi (Waluyo, 2004). 
 
2.5 Uji Bakteri Penghasil Selulase secara Kualitatif 
Uji bakteri penghasil selulase secara kualitatif bertujuan untuk mengetahui 
kemampuan isolat bakteri dalam menghasilkan enzim selulase. Isolat yang 
menghasilkan enzim selulase dapat dilihat dari pembentukan zona bening 
disekitar koloni bakteri (Coughlan, 2001). Perez, et al. (2002) menyatakan bahwa 
zona bening tersebut menunjukkan selulosa yang didapat didalam media 
dihidrolisis oleh enzim selulase menjadi senyawa yang lebih sederhana yaitu 




Pengujian adanya aktivitas selulolitik ditunjukkan dengan adanya zona 
bening pada media setelah diberi pewarna Congo red. Pewarna Congo red 
tersebut akan berinteraksi kuat dengan ikatan β-1,4-glikosidik dalam CMC 
(Gambar 2.3).  
 
 
Gambar 2.3 Dugaan Interaksi antara congo red dengan CMC (Chasanah, 2018) 
 
Congo red merupakan garam natrium dari benzidineadiazo-bis-1-
naphthylamine-4 asam sulfonat dengan rumus kimia C32H22N6Na2O6S2, sehingga 
pewarna ini akan larut dan tercuci oleh garam natrium lain seperti NaCl, sehingga 
zona bening yang terbentuk akan terlihat jelas (Chasanah, 2018).  
 
2.6 Pewarnaan Gram 




Pewarnaan gram adalah salah satu teknik pewarnaan yang paling penting 
untuk mengidentifikasi bakteri. Dalam proses pewarnaan gram, olesan bakteri 
yang sudah terfiksasi dikenai larutan – larutan berikut: zat pewarna kristal violet, 
larutan yodium, larutan alkohol (bahan pemucat), dan zat pewarna tandingannya 
berupa zat warna safranin. Bakteri yang terwarnai dibagi menjadi dua kelompok, 
yaitu bakteri gram positif dan bakteri gram negatif. Bakteri gram positif akan 
mempertahankan zat warna kristal violet, sehingga tampak berwarna ungu tua di 
bawah mikroskop. Sedangkan bakteri gram negatif akan tampak berwarna merah 
(Putri, et al., 2017).  Perbedaan sifat gram positif dan negatif tersebut didasarkan 
pada struktur dan komposisi dinding sel bakteri. Perbedaan ciri-ciri dinding sel 
bakteri gram positif dan gram negatif dapat dilihat pada Tabel 2.4.  
 
Tabel 2.4 Perbedaan ciri-ciri dinding sel bakteri gram positif dan gram negatif 
Ciri Gram Positif Gram Negatif 
Struktur dinding sel - Tebal (15-18 nm) 
- Berlapis tunggal 
(mono) 
- Tipis (10-15 nm) 
- Berlapis tiga (multi) 
 
Komposisi dinding sel - Kandungan lipid 
rendah (1-4%) 




lebih dari 50% berat 
kering pada 
beberapa sel bakteri 
- Ada asam tekoat 
- Kandungan lipid tinggi 
(11-12%) 
- Peptidoglikan ada di dalam 
lapisan kaku sebelah 
dalam, jumlahnya sedikit, 
sekitar 10% dari berat 
kering 
- Tidak ada asam tekoat 
Kerentanan terhadap 
pinisilin 
- Lebih rentan - Kurang rentan 
Pertumbuhan 
dihambat oleh zat-zat 





- Pertumbuhan tidak begitu 
dihambat 
Persyaratan nutrisi - Relatif rumit pada 
banyak spesies 
- Relatif sederhana 





Sumber: Pelczar, 1998 
 
2.7 Uji Katalase 
Uji katalase merupakan suatu pengujian terhadap bakteri apakah bakteri 
tersebut merupakan bakteri aerob, anaerob, anaerob fakultatif, atau anaerob 
obligat. Uji katalase juga digunakan untuk mengetahui kemampuan 
mikroorganisme menguraikan hidrogen peroksida dengan menghasilkan enzim 
katalase. Bakteri yang memerlukan oksigen akan menghasilkan hidrogen 
peroksida (H2O2) yang sebenarnya beracun bagi bakteri itu sendiri. Namun, 
bakteri akan tetap hidup karena adanya metabolit yang menghasilkan enzim 
katalase. Enzim katalase berfungsi untuk membantu proses penguraian hidrogen 
peroksida menjadi air dan oksigen (Hadioetomo, 1993). 
 
2.8 Pewarnaan Endospora 
Endospora merupakan struktur yang tidak aktif, keras, dan non-reproduktif 
yang dihasilkan oleh bakteri. Dalam proses pembentukannya, bakteri membelah di 
dalam dinding sel kemudian satu sisi menelan sisi yang lainnya. Kelebihan 
endosprora adalah dapat bertahan hidup dalam keadaan kekurangan nutrien, tahan 
terhadap panas dan unsur-unsur fisik lainnya seperti pembekuan, kekeringan, 
radiasi ultraviolet, dan bahan-bahan kimia lainnya yang dapat meghancurkan 
bakteri yang tidak dapat membentuk spora (Hadieoetomo, 1993). 
 Metode pewarnaan spora berfungsi untuk mempermudah pengamatan agar 
peneliti atau pengamat mampu melihat spora, membedakan dengan sel vegetatif 




pewarna pada umumnya. Spora bakteri diamati dengan pewarna spesifik yaitu 
malachite green dan saftranin. Pewarna malachite green berfungsi untuk 
mewarnai endospora yang ada dalam sel bakteri. Sedangkan pewarna safranin 
berfungsi untuk memperjelas pengamatan sel vegetatif dibawah mikroskop 
(Zahidah, 2013).  
 
2.9 Penentuan Aktivitas Enzim Selulase dengan Metode Asam 3,5-
dinitrosalisilat  (DNS) 
Uji aktivitas enzim selulase dapat dilakukan dengan mengamati kadar gula 
reduksi yang dihasilkan oleh hidrolisis enzim terhadap substrat. Metode asam 3,5-
dinitrosalisilat atau DNS merupakan suatu senyawa aromatis yang akan bereaksi 
dengan gula reduksi dan membentuk asam 3-amino-5-dinitrosalisilat yang 
merupakan senyawa yang mempunyai kemampuan untuk menyerap radiasi 
gelombang elektromagnetik pada panjang 540 nm (Putri, 2016). Pereaksi DNS 
dapat bekerja dengan adanya komponen pendukung yang membantu kerja DNS 
yaitu KNa-Tartarat, fenol, sodium bisulfit (Na2SO3), dan Natrium hidroksida 
(NaOH) (Nelson dan Cox, 2005). 
Prinsip pengujian dengan metode DNS adalah gugus aldehida pada rantai 
polisakarida dioksidasi menjadi gugus karboksil, disaat bersamaan gugus aldehida 
pada gula akan mereduksi asam 3,5-dinitrosalisilat menjadi 3-amino-5-
dinitrosalisilat. Reaksi tersebut akan berlangsung terus-menerus selama terdapat 
gula pereduksi dalam larutan yang akan diujikan (Hasanah dan Iwan, 2015). 




merubah warna larutan dari kekuningan menjadi jingga kemerah-merahan (Irawati, 
2016). Reaksi DNS dan gula reduksi dapat dilihat pada Gambar 2.4. 
 
 





3.1 Pelaksanaan Penelitian 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari-Mei 2021. Bertempat di 
Laboratorium Biokimia dan Bioteknologi Jurusan Kimia serta Laboratorium 
Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam 
Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. 
 
3.2 Alat dan Bahan 
3.2.1 Alat 
Alat-alat yang digunakan dalam isolasi dan seleksi bakteri adalah autoclave, 
petri dish, erlenmeyer, ayakan 40 mesh, blue tip, hotplate, jarum ose, magnetic 
stirrer, pengaduk gelas, bunsen, korek api, tabung reaksi, dan mikropipet. Uji 
bakteri penghasil selulase berdasarkan pengamatan makroskopik dan mikroskopik 
membutuhkan petri dish, jarum ose, preparat, bunsen, pipet tetes, laminar air flow, 
dan mikroskop. Pada tahap uji aktivitas selulase menggunakan gelas beker, blue 
tip, yellow tip, mikropipet, pipet ukur, termometer, tabung reaksi, sentrifugator, 
hotplate, vortex, dan spektrofotometer UV-Vis. 
 
3.2.2 Bahan 
Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah bekatul beras putih 
yang diperoleh dari penggilingan padi lokal Kota Malang. Media yang digunakan 




digunakan pada tahap isolasi dan seleksi bakteri, uji bakteri penghasil selulase 
berdasarkan pengamatan makroskopik dan mikroskopik, antara lain akuades steril, 
congo red, dan NaCl 1 M, larutan kristal ungu, larutan iodin, larutan alkohol 96%, 
larutan safranin, minyak imersi, larutan H2O2, etanol 70%, dan malachite green. 
Selanjutnya, tahap uji aktivitas enzim selulase membutuhkan bahan berupa 
glukosa, buffer fosfat pH 7, CMC, akuades, reagen DNS, dan KNa-Tartrat 40%. 
 
3.3 Rancangan Penelitian 
Penelitian ini menggunakan dua tahapan penelitian, yakni kualitatif dan 
kuantitatif. Penelitian deskriptif kualitatif yang dilakukan adalah data yang 
diperoleh disajikan secara deskriptif meliputi karakteristik makroskopis dan 
mikroskopis dari masing-masing jenis bakteri selulolitik yang berhasil diisolasi 
dari bekatul. Isolasi bakteri menggungakan media CMC agar. Sedangkan untuk 
media kultur menggunakan media cair CMC Broth. Kemudian dilakukan 
pengamatan bakteri gram positif dan gram negatif, uji katalase, dan pengamatan 
endospora bakteri. Penelitian tahap kedua adalah penelitian kuantitatif 
menggunakan rancangan acak kelompok (RAK) dan jenis isolat dengan variasi 
suhu inkubasi diukur melalui aktivitas enzim selulase dengan pengaruh perbedaan 
suhu (masing-masing perlakuan diulang sebanyak tiga kali perlakuan). 
 
3.4 Tahapan Penelitian 
Penelitian ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut: 
1. Pembuatan media 




4. Uji bakteri penghasil selulase secara kualitatif 
5. Karakterisasi bakteri selulolitik 
6. Produksi enzim selulase pada masing-masing isolat  
7. Uji aktivitas enzim selulase dengan metode DNS 
8. Analisa data 
 
3.5 Pelaksanaan Penelitian 
3.5.1 Pembuatan Media  
3.5.1.1 Pembuatan Media Natrium Agar (NA) 
Media NA digunakan untuk peremajaan dan pemurnian bakteri. Media NA 
sebanyak 5,6 gram dan ditimbang dalam Erlenmeyer 250 mL. Kemudian 
ditambahkan akuades sebanyak 200 mL, diaduk dan dipanaskan sampai mendidih. 
Selanjutnya Erlenmeyer ditutup menggunakan kapas dan dibungkus dengan 
plastik wrap. Media disterilisasi dalam autoclave pada suhu 121˚C selama 15 
menit (Zimbro et al., 2009). 
 
3.5.1.2 Pembuatan Media CMC Agar dan CMC Broth 
Media CMC agar digunakan untuk isolasi dan uji kualitatif Congo red, 
sedangkan CMC Broth digunakan untuk produksi enzim. Media CMC agar terdiri 
dari 1 gram CMC; 0,04 gram MgSO4.7H2O; 0,15 gram KNO3; 0,1 gram K2HPO4; 
0,004 gram CaCl2.2H2O; 0,4 gram yeast extract; dan 3,4  gram agar bakto. Semua 
bahan dimasukkan ke dalam gelas beker 250 mL dan ditambahkan akuades 
sebanyak 100 mL, kemudian dipanaskan diatas hot plate hingga mendidih. Media 




dengan autoclave pada suhu 121 ºC selama 15 menit (Saropah, et al., 2012). 
Media CMC Broth dibuat dengan komposisi dan cara yang sama dengan media 
CMC agar, namun tanpa penambahan agar bakto (Meryandini et al., 2009). 
 
3.5.2 Isolasi dan Seleksi Bakteri dari Bekatul 
Bekatul sebanyak 5 gram yang sudah diayak dimasukkan ke dalam 
erlenmeyer yang berisi 45 mL larutan garam fisiologis steril (0,85% NaCl). 
Kemudian dikocok (pengenceran 10
-1
), dan diinkubasi pada suhu ruang selama 7 
hari. Setelah masa inkubasi selesai dilakukan pengenceran bertingkat sampai 
sepuluh kali (10
-10 
). Pengenceran dilakukan dengan cara mengambil 1 mL dari 
pengenceran sebelumnya dan diencerkan menggunakan larutan garam fisiologis 




ke dalam cawan petri untuk ditanam secara pour plate menggunakan CMC agar 
dan diinkubasi selama 24 jam pada inkubator. Tujuan dari pengenceran adalah 
untuk mengurangi kepadatan koloni sehingga memudahkan proses isolasi. 
Untuk memperoleh biakan murni yang diinginkan tanpa ada kontaminasi 
dengan mikroba yang lain adalah dengan cara pemurnian inokulum bakteri. 
Pemilihan koloni mikroba yang akan dimurnikan adalah berdasarkan pada 
perbedaan kenampakan morfologi koloni, baik dari segi warna, bentuk koloni, 
maupun permukaan koloni. Koloni yang dihasilkan dari isolasi diamati 
morfologinya, sedangkan koloni yang terpisah dipindahkan ke dalam media NA 
miring untuk pemurnian. Pemurnian isolat bakteri dilakukan dengan cara 




dengan metode streak kuadran, kemudian diinkubasi pada inkubator selama 24 
jam. 
3.5.3 Uji Bakteri Penghasil Selulase secara Kualitatif 
Semua isolat murni yang diperoleh diuji kemampuannya untuk 
menghasilkan enzim selulase. Pengujian pembentukan zona bening dari isolat 
hasil pemurnian diinokulasikan ke dalam media CMC agar, kemudian diinkubasi 
pada suhu ruang selama 24 Jam. Visualisai zona bening menggunakan larutan 
Congo red (1 mg/mL) selama 15 menit, kemudian dicuci menggunakan NaCl 1 M. 
Indeks zona bening yang tinggi menunjukkan bahwa koloni tersebut diduga 
memiliki aktivitas enzim selulase yang tinggi dibandingkan dengan isolat lainnya. 
Ratio zona bening berupa perbandingan antara diameter zona bening dan diameter 
koloni. Semakin besar zona bening yang terbentuk disekitar koloni, maka akan 
semakin besar aktivitas selulolitik yang dihasilkan (Apun, et al., 2000). 
 
3.5.4 Karakterisasi Bakteri Selulolitik 
3.5.4.1 Pewarnaan Gram 
Isolat bakteri diambil sedikit menggunakan jarum ose secara aseptis dan 
suspensikan ke dalam akuades yang terdapat pada kaca preparat. Kemudian 
preparat difiksasi di atas api bunsen hingga kering. Preparat ditetesi dengan 
larutan kristal ungu dan didiamkan selama 60 detik, selanjutnya dicuci dengan air 
mengalir dan dikeringkan. Setelah kering, preparat ditetesi dengan larutan iodin 
dan didiamkan selama 60 detik, selanjutnya dicuci dengan air mengalir dan 
dikeringkan. Setelah kering, preparat ditetesi dengan larutan alkohol 96% dan 




dikeringkan. Selanjutnya preparat ditetesi dengan larutan safranin dan didiamkan 
selama 30 detik, kemudian dicuci dengan air mengalir dan dikeringkan. Preparat 
ditetesi minyak imersi dan diamati menggunakan mikroskop. Jika bewarna ungu 
menunjukkan gram positif, dan bewarna merah menunjukkan gram negatif 
(Hadioetomo, 1999). 
 
3.5.4.2 Uji Katalase 
Uji katalase dilakukan untuk mengetahui apakah bakteri tersebut memiliki 
enzim katalase atau tidak. Cara melakukan uji katalase adalah terlebih dahulu 
preparat dibersihkan menggunakan etanol 70% sampai tidak terbentuk lapisan 
minyak. Kemudian, biakan murni isolat bakteri yang berumur 24 jam diambil 
sedikit secara aseptis menggunakan jarum ose dan disuspensikan ke dalam 
akuades steril yang ada pada preparat. Suspensi tersebut ditetesi dengan larutan 
H2O2 3%. Uji positif apabila terbentuk gelembung pada koloni maupun sekitarnya 
(Lay, 1994).  
 
3.5.4.3 Pewarnaan Endospora 
Biakan murni isolat bakteri diambil sedikit menggunakan jarum ose, 
disuspensikan ke dalam akuades steril yang terdapat pada preparat dan dilakukan 
secara aseptis. Preparat difiksasi di atas api bunsen, kemudian ditetesi dengan 
malachite green dan dibiarkan di atas penangas air selama 10 menit. Preparat 
diangkat dan dibiarkan dingin, kemudian dibilas dengan air mengalir. Preparat 
ditetesi dengan safranin dan didiamkan selama 30 detik, kemudian dicuci dengan 








3.5.5 Produksi Enzim Selulase pada Masing-masing Isolat  
Sebanyak 1 ose masing-masing isolat ditumbuhkan pada 50 mL media 
pertumbuhan CMC Broth 1% kemudian dinkubasi pada shaker incubator pada 
kecepatan 110 rpm selama 18 jam pada suhu ruang. Setelah itu ekstrak kasar 
enzim selulase diperoleh dengan mensentrifugasi kultur pada kecepatan 3000 rpm 
selama 15 menit. Kemudian supernatan yang diperoleh adalah ekstrak kasar enzim 
selulase, dan digunakan untuk pengujian karakterisasi enzim selulase (Saropah, et 
al., 2012). 
 
3.5.6 Uji Aktivitas Enzim Selulase Menggunakan Metode DNS 
3.5.6.1 Pembuatan Kurva Standar Glukosa 
Untuk membuat kurva standar terlebih dahulu dibuat larutan glukosa dengan 
konsentrasi 0, 200, 400, 600, 800, dan 1000 ppm. Setelah itu diambil 1 mL dari 
masing-masing konsentrasi dan dimasukkan ke dalam tabung rekasi. Kemudian 
ditambahkan 1 mL reagen DNS ke dalam tabung reaksi dan dihomogenkan. Mulut 
tabung reaksi ditutup dengan aluminium foil dan dipanaskan dalam air mendidih 
selama15 menit sampai larutan berubah warna menjadi merah-coklat. Kemudian 
ditambahkan larutan KNa-Tartrat 40% sebanyak 1 mL. Tabung reaksi didinginkan 




dihomogenkan. Selanjutnya diukur serapannya menggunakan spektrofotometer 
UV-Vis pada panjang gelombang (λ) 540 nm (Rosyada, 2015). 
 
3.5.6.2 Uji Aktivitas Enzim Selulase 
Sebanyak 1 mL ekstrak kasar enzim selulase dimasukkan ke dalam tabung 
reaksi, kemudian ditambahkan dengan 1 mL larutan CMC 1% (yang telah 
dilarutkan pada pH 7). Mulut tabung ditutup dengan aluminium foil, kemudian 
diinkubasi selama 30 menit pada suhu 30˚C, 40˚C, 50˚C, dan 60˚C. Setelah 
inkubasi berakhir, tabung didinginan pada suhu ruang. Reaksi dihentikan dengan 
penambahan 1 mL reagen DNS dan dipanaskan dalam air mendidih selama 15 
menit sampai berubah warna menjadi merah kecoklatan. Tabung reaksi 
didinginkan dan ditambahkan KNa-Tartrat 40%. Kemudian ditambahakan dengan 
akuades hingga volumenya menjadi 10 mL dan dihomogenkan menggunakan 
vortex. Selanjutnya diukur serapannya menggunakan spektrofotometer UV-Vis 
pada panjang gelombang (λ) 540 nm (Marantha, 2008).  
Kadar glukosa yang terbentuk ditentukan dengan menggunakan kurva 
standar glukosa. Aktivitas enzim selulase dinyatakan dalam satuan internasional 
yaitu U/mL. Satu unit merupakan jumlah enzim yang dibutuhkan untuk memecah 
1 μmol selulosa menjadi gula pereduksi per menit (Gilbert, 2012). Aktivitas enzim 
selulase ditentukan dengan mengkonversi nilai absorbansi yang diperoleh dari 
konsentrasi glukosa standar, kemudian dihitung dengan menggunakan rumus 
Persamaan 3.1 (Irawati, 2016). 
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3.5.8  Analisis Data 
Data yang dihasilkan dalam penelitian ini berupa data kualitatif dan 
kuantitatif. Data kualitatif disajikan secara deskriptif meliputi karakteristik 
makroskopis dan mikroskopis dari masing-masing isolat. Sedangkan data 
kuantitatif diperoleh aktivitas enzim selulase dilakukan analisa menggunakan 
analisa Two Way ANOVA. 
Data yang dihasilkan dari uji aktivitas enzim selulase berupa data absorbansi 
dan konsentrasi. Pengukuran tersebut dilakukan dengan memplotkan hasil 
absorbansi ke dalam persamaan kurva standar glukosa. Persamaan standar 
tersebut adalah y= ax + b. Absorbansi yang diperoleh diolah menggunakan 
Microsoft Excel dengan nilai absorbansi sebagai sumbu x dan nilai konsentrasi 
sebagai sumbu y, hingga diperoleh persamaan reaksi dan regresinya. Konsentrasi 
yang diperoleh kemudian dikalikan faktor pengenceran dan dibagi dengan lama 
waktu inkubasi dan berat molekul glukosa, sehingga diperoleh nilai aktivitas 
enzim selulase (Murtyaningsih dan Hazmi, 2017). 
Data aktivitas selulase (U/mL) yang diperoleh selanjutnya dianalisis secara 
deskriptif dengan menentukan nilai aktivitas selulase tertinggi pada masing-
masing perlakuan. Data yang dihasilkan dari analisis serat kasar dan uji aktivitas 
enzim selulase berupa tabel dan dianalisis mengguanakan analisis ragam (uji F) 
metode Rancangan Acak Kelompok (RAK). Jika terdapat perbedaan yang nyata 
maka dilanjutkan dengan uji BNT dengan taraf 1% untuk melihat perbedaan antar 
perlakuan menggunakan program SPSS.
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BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
4.1 Isolasi dan Seleksi Bakteri dari Bekatul 
Isolasi bakteri dari bekatul dilakukan untuk mendapatkan bakteri yang 
berpotensi untuk mendegradasi selulosa dengan media selekif CMC. Berdasarkan 
hasil isolasi yang telah dilakukan, didapatkan enam isolat tumbuh pada media 
CMC agar dari 11 isolat yang telah ditumbuhkan. Enam isolat yang tumbuh di 
media CMC agar memiliki karakter makroskopis pada Tabel 4.1. 
 





Bentuk Permukaan  Tepi Warna 
1 IR 1 Bulat Rata Utuh Putih 
2 IR 2 Bulat Rata Utuh Putih 
3 IR 4 Tak Teratur Rata Bergelombang 
Putih dengan 
tengah kuning 
4 IR 5 Tak Teratur Cembung Bergelombang 
Putih dengan 
tengah kuning 
5 IR 6 Bulat Cembung Utuh Kuning 
6 IR 10 Tak Teratur Rata Bergelombang Putih 
 
Berdasarkan Tabel 4.1 hasil pengamatan morfologi koloni bakteri hasil 
isolasi dengan kode IR 1 dan IR 2 memiliki karakteristik yang sama yaitu 
berbentuk bulat, bewarna putih, memiliki permukaan yang rata dan tepian yang 
utuh. Sedangkan isolat IR 4 dan IR 10 memiliki karakteristik yang mirip, yaitu 
memiliki bentuk tak teratur, permukaan yang rata dan tepian yang bergelombang, 
namun keduanya memiliki warna yang berbeda. Isolat IR 4 memiliki warna putih 
dengan tengah-tengahnya bewarna kuning, sedangkan Isolat IR 10 memiliki 




Isolat dengan kode IR 5 memiliki karakteristik bentuk isolat yang tidak 
teratur, bewarna putih dengan tengah kuning, memiliki permukaan cembung dan 
tepian yang bergelombang. Isolat dengan kode IR 6 memiliki karakteristik 
berbentuk bulat bewarna kuning, permukaan cembung dan tepian yang utuh. 
Isolat dengan kode IR 5 tersebut setelah diremajakan tidak dapat tumbuh lagi pada 
media CMC agar. Hal tersebut dimungkinkan karena isolat terkontaminasi atau 
mati. Sehingga tersisa lima isolat yang dapat dilanjutkan untuk uji kualitatif 
bakteri selulolitik.  
 
4.2 Uji Bakteri Penghasil Selulase secara Kualitatif 
Uji bakteri penghasil selulase secara kualitatif adalah bertujuan untuk 
mengetahui kemampuan isolat bakteri dalam menghasilkan enzim selulase. Uji 
bakteri selulolitik secara kualitatif dengan CMC agar dilakukan pada lima isolat 
bakteri yang telah berhasil diisolasi sebelumnya. Dari hasil pengujian pada Tabel 
4.2 didapatkan kelima isolat mempunyai aktivitas selulolitik berupa visualisasi 
zona bening di sekitar koloni. Hal tersebut menunjukkan bahwa bakteri selulolitik 
mampu menghasilkan enzim selulase. Sedangkan media CMC agar yang bewarna 
merah tidak terhidrolisis (Apun, et al., 2000).  
Besar kecilnya zona bening yang terbentuk tergantung dengan banyaknya 
substrat yang dapat didegradasi oleh enzim selulase. Uji kualitatif ini menguatkan 
bahwa bakteri yang diisolasi adalah bakteri selulolitik yang dapat menghasilkan 
zona bening hasil degradasi selulosa. Hasil pengukuran zona bening pada 






Tabel 4.2 Hasil Pengukuran Zona Bening 


























Keterangan: k= Koloni Bakteri ; z= Zona Bening 
  
Dari hasil pengukuran zona bening pada Tabel 4.2 didapatkan indeks 
selulolitik dengan rentang 0,04 - 2,00. Isolat dengan kode IR 10 memiliki indeks 
aktivitas selulase tertinggi, sedangkan isolat IR 4 memiliki indeks aktivitas 
selulase terendah. Hasil uji kualitatif bakteri selulolitik tersebut serupa dengan 
penelitian yang dilakukan oleh Murtyaningsih dan Hazmi (2017) hasil uji 
kualitatif bakteri selulolitik dengan media CMC menghasilkan zona bening 














(2016) juga menyebutkan bahwa uji kualitatif bakteri selulolitik menggunakan 
media CMC menghasilkan zona bening dengan indeks selulolitik sebesar 1,43. 
 
4.3 Identifikasi Mikroskopis Bakteri Selulolitik 
Isolat yang menghasilkan zona bening selanjutnya dilakukan karakterisasi 
mikroskopis pada selnya. Pengidentifikasian masing-masing karakter sel bakteri 
diantaranya adalah pewarnaan gram, pewarnaan endospora, dan pengujian 
katalase. 
 
4.3.1 Pewarnaan Gram 
Pewarnaan gram merupakan proses penentuan karakter sel isolat 
berdasarkan perbedaan struktur dari dinding sel bakteri. Terdapat dua macam 
dinding sel yaitu dinding sel bakteri gram positif dan dinding sel bakteri gram 
negatif. Bakteri gram positif akan mempertahankan warna ungu dari kristal violet, 
sehingga ketika diamati dibawah mikroskop akan menunjukkan warna ungu. 
Sedangkan bakteri yang tergolong gram negatif akan mengikat zat warna safranin 
yang terserap pada dinding sel, sehingga ketika diamati dibawah mikroskop akan 
tampak bewarna merah.  
Hasil pewarnaan gram pada Tabel 4.3, menunjukkan bahwa isolat IR 1, IR 2, 
IR 4, dan IR 10 merupakan kelompok bakteri gram positif. Dan isolat IR 6 
merupakan kelompok bakteri gram negatif. Hasil pewarnaan gram juga 







Tabel 4.3 Hasil Uji Pewarnaan Gram 


























Keterangan: (B) Basil, (+) Menghasilkan gram positif, (-) Menghasilkan gram negatif 
 
4.3.2 Uji Katalase 
Uji katalase bertujuan untuk mengidentifikasi isolat bakteri yang mampu 
menghasilkan enzim katalase. Enzim katalase dapat memecah hidrogen peroksida 









dan O2. Hasil positif dari uji katalase adalah apabila terbentuk gelembung gas. 
Tabel 4.4 menampilkan hasil uji katalase bakteri selulolitik hasil isolasi. 
 
Tabel 4.4 Hasil Uji Katalase 


























Keterangan: (G) Gelembung, (+) Menghasilkan enzim katalase 
  
Berdasarkan Tabel 4.4 tersebut dapat diketahui bahwa kelima isolat dapat 
menghasilkan enzim katalase. Hal tersebut mengindikasikan bahwa semua isolat 
mampu mengkatalisis larutan H2O2  menjadi oksigen atau bersifat aerob. 
Sebaliknya, apabila bakteri tersebut tidak menghasilkan gelembung maka bakteri 









bakteri tersebut bersifat anaerob. Proses pemecahan hidrogen peroksida menjadi 





4.3.3 Pewarnaan Endospora 
Tujuan dari uji pewarnaan endospora adalah untuk mengetahui kemampuan 
bakteri dalam menghasilkan endospora. Uji positif pewarnaan endospora apabila 
Spora akan terlihat bewarna hijau dan sel vegetatif akan bewarna merah ketika 
dilihat menggunakan mikroskop. Uji pewarnaan endospora menggunakan 
malachite green yang berfungsi untuk mewarnai endospora yang ada di dalam sel 
bakteri dan safranin berfungsi untuk memperjelas pengamatan sel vegetatif.  
Hasil pewarnaan endospora pada bakteri selulolitik pada Tabel 4.5 
menunjukkan bahwa tiga isolat bakteri dengan kode IR 1, IR 2, dan IR 6 tidak 
menghasilkan endospora. Bakteri tersebut ketika diwarnai dengan pewarna 
malachite green, sel vegetatif akan mampu berikatan dengan pewarna tersebut 
tetapi dapat dilunturkan ketika pencucian karena tidak berikatan kuat dengan 
pewarna malachite green. Ketika dilakukan pewarnaan menggunakan safranin, sel 
vegetatif akan berikatan dengan pewarna safranin sehingga warna yang dihasilkan 
ketika diamati oleh mikroskop adalah merah (Assani, 1994). 
Sedangkan dua isolat dengan kode IR 4 dan IR 10 positif menghasilkan 
endospora. Bakteri yang menghasilkan spora akan mengikat kuat senyawa 
malachite green dan ketika dilakukan pewarnaan selanjutnya menggunakan 
safranin, sel spora tidak dapat berikatan dengan pewarna lain karena sudah 
2H2O2    2H2O + O2 




berikatan dengan malachite green. Oleh karena itu warna bakteri spora adalah 
hijau.  
 
Tabel 4.5 Hasil Uji Pewarnaan Endospora 











































4.4 Uji Aktivitas Enzim Selulase 
Pengujian aktivitas selulase menggunakan metode DNS. Sampel yang telah 
disentrifugasi merupakan enzim ekstrak kasar yang akan diuji ektivitas 
selulasenya. Uji aktivitas dilakukan dengan variasi suhu untuk mencari pada suhu 
berapa isolat menghasilkan enzim selulase dengan aktivitas tertinggi. Variasi suhu 
dilakukan dengan rentang 30˚C sampai dengan 60˚C. Gambar 4.2 menampilkan 
plot hasil uji aktivitas selulase pada kelima bakteri selulolotik hasil isolasi dengan 
variasi suhu inkubasi.  
 
  
Gambar 4.2 Pengaruh Suhu terhadap Aktivitas Enzim Selulase 
 
Hasil penelitian pada Gambar 4.2 menunjukkan bahwa uji aktivitas enzim 
selulase pada isolat kode IR 1, IR 2, dan IR 6 mengalami penurunan dari suhu 
30˚C-60˚C. Pada ketiga isolat tersebut aktivitas enzim selulase tertinggi dihasilkan 
pada suhu 30˚C dengan nilai aktivitas enzim selulase masing-masing isolat 
sebesar 0,741 U/mL, 0,616
 






























Isolat dengan kode IR 4 dan IR 10 mengalami peningkatan aktivitas selulase 
dari suhu 30˚-40˚C kemudian cenderung mengalami penurunan pada suhu 50˚C 
dan 60˚C. Pada kedua isolat tersebut, aktivitas enzim selulase tertinggi dihasilkan 
pada suhu 40˚C dengan nilai aktivitas selulase masing-masing adalah 0,710 U/mL 
dan 0,680 U/mL.  
Enzim memiliki kekhasan dalam mengenali dan mengikat substrat, karena 
enzim memiliki sisi aktif yang spesifik. Enzim selulase memiliki gugus –COOH 
yang merupakan gugus aktif dari asam amino jenis asam aspartat (Asp256) dan 
asam glutamat (Glu87) (Saharay, et al., 2010). Keduanya bekerja secara sinergi 
dalam memutus ikatan glikosidik dalam selulosa (Withers, dan Aebersold, 1994). 
Mekanisme reaksi yang terjadi dapat dilihat pada Gambar 4.3. 
 
 





Gambar 4.3 menjelaskan bahwa terjadi perpindahan elektron dari oksigen 
pada gugus fungsi asam aspartat (Asp256) dengan hidrogen, sehingga terjadi 
ikatan antara oksigen pada sisi aktif enzim dengan substrat. Selain itu terjadi 
ikatan antara oksigen (yang terikat dengan substrat) dengan gugus fungsi dari 
asam glutamat (Glu87). Sehingga terjadi gaya tarik menarik pada ikatan glikosida 
yang melibatkan kedua gugus –COOH dari asam aspartat (Asp256) maupun asam 
glutamat (Glu87) pada sisi aktif enzim. Pada kondisi intermediet, substrat akan 
berikatan dengan dua atom oksigen sekaligus. Sedangkan untuk memutuskan 
ikatan antar keduanya diperlukan molekul H2O yang berperan sebagai nukleofil. 
Sehingga masuknya molekul H2O tersebut menyebabkan ikatan glikosida pada 
rantai selulosa akan putus dan menyebabkan terbentuknya selobiosa atau glukosa. 
Hasil Uji TwoWay ANOVA (Lampiran 9) menunjukkan bahwasannya 
kemampuan degradasi selulosa isolat IR 10 paling tinggi daripada isolat lainnya 
terdapat dalam Tabel Homogenous dimana nilai aktivitas enzim selulasenya 
sebesar 0,661
 
U/mL. Hal tersebut sesuai dengan hasil uji kualitatif enzim selulase 
menggunakan Congo red yang menyatakan bahwa isolat dengan kode IR 10 
memiliki Indeks aktivitas selulolitik tertinggi (Lampiran 5). 
 
4.5 Isolasi Bakteri dari Bekatul dalam Pandangan Islam 
Semua yang diciptakan Allah baik di bumi, di langit maupun di antara 
keduanya memiliki Hikmah dan tidak ada yang sia-sia, sebagai contoh dalam 
penelitian ini adalah bekatul dan bakteri selulolitik. Walaupun hanya sekecil 




tersebut. Sebagaimana yang dijelaskan pada Qur’an Surah Shad ayat 27, Allah 
berfirman: 
 
ٌٌْو  َ٘ َِ َمفَُشٗا فَ ُِّ اىَِّزٌ ب بَبِطالً رَِىَل َظ ََ ُٖ َْ ٍْ ب بَ ٍَ َٗ اأْلَْسَض  َٗ بء  ََ ب َخيَْقَْب اىسَّ ٍَ َٗ
َِ اىَّْبِس  ٍِ َِ َمفَُشٗا  يَِّزٌ ٢ٕ–ىِّ  
 
Artinya: “Dan Kami tidak menciptakan langit dan bumi dan apa yang ada di 
antara keduanya dengan sia-sia. Itu anggapan orang-orang kafir, maka celakalah 
orang-orang yang kafir itu karena mereka akan masuk neraka.” (Q.S. Shad: 27). 
 
Al-Mahalli dan As-Syuyuti (2017), dalam kitab Tafsir Al-Jalalain 
menerangkan ayat ini dengan menyebut bathil dengan istilah tanpa hikmah. 
Dalam keterangan ini, hikmah diartikan sebagai manfaat. Tafsir Al-Maraghi 
(1974) menjelaskan ayat ini dalam tafsirnya bahwa Allah menciptakan langit dan 
segala isinya berupa perhiasan dan barang-barang yang bermanfaat bagi manusia. 
Allah menciptakan semua itu memuat hikmah dan rahasia yang sangat berguna 
bagi manusia, supaya melakukan ketaatan dan mematuhi perintah serta menjauhi 
larangan Allah. 
Banyak manfaat yang bisa diambil dari sebuah bakteri. Bakteri selulolitik 
mampu menghasilkan enzim selulase. Enzim tersebut dapat bermanfaat untuk 
mendegradasi serat kasar yang ada pada limbah pertanian. Enzim selulase pada 
bakteri merupakan salah satu rizqi yang Allah berikan kepada para makhluknya. 
Bukan hanya untuk dirinya sendiri, melainkan juga bermanfaat untuk semua 
makhluk hidup lainnya khususnya bagi manusia. Firman Allah pada Q. S. al-Hijr 
ayat 20:  




Artinya:”Dan Kami telah Menjadikan padanya sumber-sumber kehidupan untuk 
keperluanmu, dan (Kami Ciptakan pula) makhluk-makhluk yang bukan kamu 
pemberi rezekinya”. (Q.S. Al-Hijr: 20). 
 
Al-Mahalli dan As-Syuyuti (2017), menjelaskan bahwasannya Allah sudah 
mencukupi keperluan-keperluan hidup bagi manusia seperti buah-buahan serta 
biji-bijian sebagai sumber makanan untuk kelangsungan hidupnya, sebagai bekal 
beribadah kepadaNya. Allah menjadikan makhluk-makhluk seperti manusia, 
binatang-binatang dan berbagai macam jenis tumbuh-tumbuhan yang mana hanya 
Allah-lah yang memberi rizqi kepada mereka. Rizqi yang diberikan Allah kepada 
makhluk ciptaanNya sangat lengkap, termasuk berbagai jenis enzim yang dapat 
membantu memenuhi kebutuhan hidup makhluk ciptaan Allah. 
 Sebagai salah satu ciptaan Allah yang sempurna, dalam kehidupannya 
manusia tetap tidak dapat hidup sendiri melainkan juga harus bermuamalah 
dengan makhluk ciptaanNya yang lain, termasuk dengan bakteri. Penciptaan 
bakteri dengan enzim yang terkandung di dalamnya akan membantu manusia 
dalam memenuhi kebutuhan hidupnya. Selain itu, melalui penelitian ini manusia 
juga dapat mengkaji dan memikirkan tentang penciptaan makhluk sekecil bakteri 
yang memiliki banyak manfaat. Hal tersebut dapat menambah keimanan dan rasa 
syukur kita kepada Allah atas rizqi yang diberikan olehNya. Rasa syukur yang 
dapat kita tunjukkan salah satunya adalah dengan mengolah kembali limbah 
pertanian. Hal tersebut merupakan salah satu usaha kita untuk menjaga rizqi yang 
Allah berikan dengan cara melestarikan dan melindungi lingkungan dari 






5.1  Kesimpulan 
Kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian ini adalah: 
1. Penelitian ini berhasil mengisolasi lima bakteri dari bekatul dengan substrat 
yang digunakan adalah bekatul. Isolat dengan kode IR 10 memiliki aktivitas 
selulolitik terbesar dengan karakter mikroskopis Gram positif, sel berbentuk 
basil, memiliki endospora dan memiliki aktivitas katalase. 
2. Suhu inkubasi enzim dari ketiga isolat dengan kode IR 1, IR 2, dan IR 6 
adalah suhu 30˚C dengan aktivitas selulase tertinggi berturut-turut tsebesar  
0,741 U/mL; 0,616 U/mL; dan 0,638
 
U/mL. Sedangkan isolat dengan kode 
IR 4 dan IR 10 pada suhu 40˚C dengan aktivitas selulase tertinggi masing-
masing adalah 0,710 U/mL dan 0,680 U/mL. 
 
5.2 Saran 
 Saran yang dapat dilakukan dalam penelitian ini adalah: 
1. Perlu diperhatikan ketika menggunakan termometer untuk mengukur suhu 
inkubasi agar suhu yang digunakan tetap stabil 
2. Penyamaan Optical Dencity ketika produksi enzim selulase 
3. Penelitian ini dapat dilanjutkan untuk identifikasi spesies bakteri secara 
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Isolasi dan Seleksi Bakteri dari Bekatul 
Pemurnian Bakteri 
Uji bakteri penghasil selulase secara kualitatif 
 
Identifikasi Mikroskopis dan Makroskopis Bakteri 
Uji aktivitas Selulase dengan Variasi Suhu Inkubasi (30⁰C, 40⁰C, 50⁰C, 
dan 60⁰C) 
Analisis Data 




Lampiran 2. Diagram Alir 
1. Pembuatan Media 
a. Pembuatan Media Natrium Agar (NA) 
 
- Diambil 5,6 gram dan dilarutkan dengan akuades 200 ml 
- Dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 250 mL 
- Diaduk dan dipanaskan sampai mendidih pada hotplate  
- Ditutup erlenmeyer menggunakan kapas dan diwrapping 
- Disterilisasi dalam autoklaf suhu 121˚C selama 15 menit 
  
 





- Dicampur semua bahan dengan akuades 100 mL ke dalam 
erlenmeyer 
- Ditambahkan 3,4  gram agar bakto pada media CMC agar 
- Dipanaskan sampai mendidih sambil diaduk hingga larut pada 
hotplate  
- Ditutup erlenmeyer menggunakan kapas dan diwrapping 











1 gram CMC; 0,04 gram MgSO4.7H2O; 0,15 gram KNO3; 0,1 gram 







2. Isolasi dan Seleksi Bakteri dari Bekatul 
 
- Dibersihakan dari pengotor kasarnya dengan cara diayak 
menggunakan ayakan 40 mesh 
- Ditimbang sebanyak 5 gram dimasukkan ke dalam erlenmeyer yang 
berisi NaCl 0.85% steril sebanyak 45 mL 
- Dikocok dan diinkubasi selama 7 hari pada suhu ruang 
- Dilakukan pengenceran bertingkat 10-10 (Diambil 1 mL dari 
pengenceran sebelumnya lalu diencerkan dengan 9 mL NaCl 0.85% 
steril) 
- Diambil 1 mL dan dimasukkan ke dalam cawan petri untuk ditanam 





- Diinkubasi selama 24 jam pada inkubator 
- Diamati morfologinya (koloni yang dihasilkan dari isolasi) 
- Dipindahkan pada Media NA miring untuk pemurnian (koloni yang 
terpisah)  
- Diambil satu ose isolat bakteri 



















3. Uji Bakteri Penghasil Selulase secara Kualitatif 
 
 
- Diambil 1 ose 
- Diinokulasikan ke dalam CMC agar 
- Diinkubasi selama 24 jam pada inkubator 
- Visualisasi zona bening dengan larutan Congo red 1% (selama 15 
menit) 
- Dicuci menggunakan NaCl 1 M 
- Diamati dan diukur ratio zona bening 
 
 
4. Identifikasi Mikroskopis dan Makroskopis Bakteri 
a. Pewarnaan Gram 
 
 
- Diambil sedikit dengan jarum ose secara aseptis 
- Disuspensikan dengan akuades steril yang ada pada preparat yang 
sebelumnya sudah dibersihkan menggunakan alkohol 70% dan 
tissue untuk menghilangkan noda dan lemak yang menempel 
- Ditetesi dengan larutan kristal violet, didiamkan selama 1 menit, 
dicuci dengan air mengair, dikeringkan 
- Ditetesi dengan larutan iodin, didiamkan selama 1 menit, dicuci 
dengan air mengair, dikeringkan 
- Ditetesi dengan larutanalkohol 96%, didiamkan selama 1 menit, 
dicuci dengan air mengair, dikeringkan 
- Ditetesi dengan larutan safranin, didiamkan selama 1 menit, dicuci 
dengan air mengalir, dikeringkan 
- Ditetesi dengan minyak immersi, diamati menggunakan mikroskop 
dengan perbesaran 1000x (uji gram positif jika bewarna ungu, dan 










b. Uji Katalase 
 
 
- Diambil sedikit dengan jarum ose secara aseptis 
- Disuspensikan dengan akuades steril yang ada pada preparat yang 
sebelumnya sudah dibersihkan menggunakan alkohol 70% dan tisu 
untuk menghilangkan noda dan lemak yang menempel 
- Diteteskan larutan H2O2 3% 
- Diamati pembentukan gelembung udara (positif) yang terjadi pada  
koloni tersebut dan sekitarnya 
  
 
c. Pewarnaan Endospora 
 
- Diambil sedikit dengan jarum ose secara aseptis 
- Disuspensikan dengan akuades steril yang ada pada preparat yang 
sebelumnya sudah dibersihkan menggunakan alkohol 70% dan tisu 
untuk menghilangkan noda dan lemak yang menempel 
- Difiksasi di atas api bunsen 
- Disiapkan penangas air dengan hotplate  
- Diletakkan preparat bakteri diatas beker dan ditutup dengan kertas 
saring/kertas tisu 
- Ditetesi malachit green diatas kertas tisu hingga basah 
- Dibiarkan di atas penangas air selama 6 menit, ditambahkan tetesan 
malachite green jika kertas tisu mulai terlihat kering (jangan 
biarkan preparat kering) 
- Dipindahkan gelas preparat dan diambil kertas tisu yang menutup 
preparat 
- Dibilas dengan air mengalir 
- Ditambahkan 1 tetes safranin, dibiarkan selama 1 menit 
- Dicuci dengan air mengalir dan dikeringkan 
- Diamati dengan mikroskop perbesaran 1000x  
 
Isolat Bakteri (24 jam) 
Hasil 





5. Pembuatan Ekstrak Kasar Enzim Selulase 
 
- Diambil 1 ose 
- Dipindahkan ke dalam 50 mL media CMC Broth 
- Digoyang dengan shaker pada kecepatan 110 rpm selama 18 jam 
- Diambil 5 mL inokulum, dan dimasukkan ke dalam media CMC 
Broth yang telah ditambahkan substrat bekatul 1% 
- Digoyang dengan shaker pada kecepatan 110 rpm selama 18 jam 
- Dipindahkan ke dalam tabung sentrifus 
- Disentrifugasi kultur pada kecepatan 3000 rpm selama 15 menit 




6. Analisa Kadar Gula Pereduksi dengan Metode DNS 
a. Pembuatan Kurva Standar Glukosa 
 
- Dibuat larutan glukosa dengan konsentrasi 0, 200, 400, 600, 800, 
dan 1000 ppm 
- Diambil 1 mL dari masing-masing konsentrasi dan dimasukkan ke 
dalam tabung rekasi 
- Ditambahkan 1 mL reagen DNS dan dihomogenkan 
- Ditutup mulut tabung dengan aluminium foil dan dipanaskan dalam 
air mendidih selama 15 menit sampai larutan berubah warna 
menjadi merah-coklat 
- Ditambahkan 1 mL larutan KNa-Tartrat 40% 
- Ditambahkan dengan akuades hingga volumenya menjadi 10 mL 
dan dihomogenkan. 
- Diukur serapannya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada 











b. Uji Aktivitas Enzim Selulase 
 
 
- Diambil larutan sebanyak 1 mL ke dalam tabung reaksi 
- Ditambahkan 1 mL CMC 1% yang dilarutkan pada larutan buffer 
fosfat pH 7 
- Diinkubasi selama 30 menit pada variasi suhu (30˚C, 40˚C, 50˚C, 
dan 60˚C)  
- Ditambahkan 1 mL reagen DNS dan dipanaskan pada air mendidih 
selama 15 menit 
- Ditutup mulut tabung dengan aluminium foil dan dipanaskan dalam 
air mendidih selama 15 menit sampai larutan berubah warna 
menjadi merah-coklat 
- Ditambahkan KNa-tartrat ke dalam tabung reaksi sebanyak 1 mL 
- Ditambahkan akuades hingga volumenya 10 mL, dan 
dihomogenkan 
- Diukur serapannya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada 






















Lampiran 3. Pembuatan Reagen 
1. Pembuatan Reagen DNS (Hasanah dan Iwan, 2015) 
Menimbang 1 g DNS (3,5-dinitrosalisilic acid), melarutkan ke dalam 20 mL 
larutan NaOH 2 N dan 50 mL akuades, kemudian menambahkan 30 gram K-Na 
tartrat dan mengaduk dengan magnetic stirrer dan menambahkan akuades hingga 
volume akhir 100 mL Setelah larut, larutan disimpan dalam botol bewarna gelap. 
 
2. Pembuatan Reagen KNa-Tartrat 40% 
Sebanyak 20 gram KNa-Tartrat dilarutkan dalam 50 mL akuades di 
erlenmeyer. Kemudian diaduk dengan stirrer. Setelah larut, larutan disimpan 
dalam botol bewarna gelap. 
 
3. Pembuatan Larutan Garam 0,85% NaCl 
Konsentrasi 0,85% sama dengan 0,85 gram NaCl dalam 100 mL akuades. 
Sehingga, untuk membuat larutan garam 0,85 % NaCl adalah ditimbang sebanyak 
0,85 gram serbuk NaCl, dilarutkan dengan akuades dalam beker gelas kurang dari 
100 mL. Dipindahkan ke dalam labu takar 100 mL, ditandabataskan dengan 
akuades, dan dihomogenkan. 
 
4. Pembuatan Larutan Buffer Fosfat pH 7 
Bahan-bahan yang digunakan adalah Na2HPO4.2H2O dan NaH2PO4.2H2O. 
Massa yang dibutuhkan masing-masing bahan (dibuat 50 mL): 
 Na2HPO4.2H2O = 0,1 mol/L x 0,05 L x 178 g/mol 
= 0,89 gram (dilarutkan dalam 50 mL akuades) 
 NaH2PO4.2H2O = 0,1 mol/L x 0,05 L x 156 g/mol 
= 0,78 gram (dilarutkan dalam 50 mL akuades) 
Kedua larutan yang sudah dibuat tersebut dicampurkan sedikit demi 
sedikit kedalam beker gelas dan diukur pH nya menggunakan pH meter sampai 







Lampiran 4. Perhitungan Pembuatan Larutan Standar Glukosa 
Cara membuat larutan stok glukosa standar 1000ppm adalah: 
         
      
   
 
   
   
 
     
     
 
Untuk membuat larutan standar 1000 ppm diperlukan 0,1 g glukosa, dilarutkan 
dengan akuades sebanyak 100 mL. kemudian larutan glukosa dengan konsentrasi 
0, 200, 400, 600, 800, dan 1000 ppm sebanyak 50 mL dibuat sesuai dengan 
menggunakan rumus pengenceran berikut: 
 
Misal, menghitung konsentrasi 200 ppm 
Maka, V1 x M1   = V2 x M2 
V1 x 1000 ppm  = 50 x 200 ppm 
V1    = 10 mL 
 
























Lampiran 5. Penentuan Indeks Aktivitas Selulase secara Kualitatif 















1. IR 1 1.3 0.6 1.167 Sedang 
2. IR 2 3.5 2.8 0,250 Rendah 
3. IR 4 7.8 7.2 0,083 Rendah 
4. IR 6 1.6 1 0,600 Rendah 
5. IR 10 1.8 0.6 2.000 Tinggi 
 
L.5.2 Perhitungan Indeks Aktivitas Enzim Selulase Hasil Isolasi 
Rumus: 
                       
                                    
               
 
 
a) Isolat IR 1 
IAE = 
             
      
 
= 1.167 
b) Isolat IR 2 
IAE = 
             
      
 
= 0.25 
c) Isolat IR 4 
IAE = 
             
      
 
= 0.083 
d) Isolat IR 6 
IAE = 
           
    
 
= 0.6 
e) Isolat IR 10 
IAE = 
             




L.5.3 Tabel Klasifikasi Rasio Enzim Ekstraseluler (Choi, et al., 2005) 
Rasio Enzim Ekstraseluler Reaksi 
Tidak ada zona bening Negatif 
≤ 1 Rendah 
1-2 Sedang 





Lampiran 6. Pembuatan Kurva Standar Larutan Glukosa 
L.6.1 Kurva Standar Larutan Glukosa 
Tabel L.6.1 Data Absorbansi Larutan Glukosa pada λ 540 nm 























y = 0.001x - 0.1543 

























Lampiran 7. Pengukuran Absorbansi dan Aktivitas Ekstrak Kasar Selulase 







rata 1 2 3 
Blanko 0 0 0 0 0 
30˚C 
IR 1 0.0075 0.0131 0.1164 0.137 0.0457 
IR 2 0,0144 0.0099 0.0118 0.0361 0.0120 
IR 4 0.0049 0.009 0.0895 0.1034 0.0345 
IR 6 0.0127 0.0113 0.0301 0.0541 0.0180 
IR 10 0.003 0.0038 0.0796 0.0864 0.0288 
40˚C 
IR 1 0.0075 0.0054 0.079 0.0919 0.0306 
IR 2 0.0074 0.0119 0.0166 0.0359 0.0120 
IR 4 0.0049 0.0182 0.0891 0.1122 0.0374 
IR 6 0.0067 0.0117 0.0305 0.0489 0.0163 
IR 10 0.0018 0.0099 0.0761 0.0878 0.0293 
50˚C 
IR 1 0.0083 0.0119 0.0092 0.0294 0.0098 
IR 2 0.0079 0.0135 0.0098 0.0312 0.0104 
IR 4 0.0118 0.0077 0.0114 0.0309 0.0103 
IR 6 0.0115 0.01 0.0078 0.0293 0.0098 
IR 10 0,0305 0.003 0.0073 0.0103 0.0136 
60˚C 
IR 1 0.0025 0.0058 0.0088 0.0171 0.0057 
IR 2 0,0151 0.0096 0.0062 0.0309 0.0103 
IR 4 0.0061 0.0118 0.0016 0.0195 0.0065 
IR 6 0.0038 0.0103 0.001 0.0151 0.0050 
IR 10 0,0326 0,0299 0.0117 0.0742 0.0247 
 
L.6.2 Perhitungan Konsentrasi Glukosa 
Rumus  : y = ax + b 
    y = 0.001x + (- 0.1543) 
    y = 0.001x – 0.1543 











L.7.3 Perhitungan Aktivitas Enzim Selulase 
                
                    (
  
 
)    (                           )  
                     (
 
   
)                (  )                  (     )
 
Dimana: 
Konsentrasi Glukosa  = Nilai x 
Volume Total Enzim-substrat = 2 mL 
Berat Molekul Glukosa = 180 gr/mol 
Volume Enzim  = 1 mL 
Waktu Inkubasi  = 30 menit 
Misal absorbansi selulase ekstrak kasar adalah 0.0457 
Maka y  = ax + b 
  0,0457 = 0,001x + (- 0,1543) 
  0,0457  = 0,001x – 0,1543 
0,0457 + 0,1543 = 0,001x 
  0,1999 = 0,001x 
  X = 0,1999/0,001 
  X = 199,9 (Konsentrasi Glukosa) 
Sehingga, 
                
                    (
  
 
)    (                           )  
                     (
 
   
)                (  )                  (     )
 
 AE =  
      
  
 
      
    (
 
   
)                
 
 AE = 7,41 x 10
-2
 U/mL x FP 
 AE = 7,41 x 10
-2
 U/mL x 10 
 AE = 0,741 U/mL 
Satu unit aktivitas selulase dinyatakan dengan banyaknya unit mol glukosa yang 
dihasilkan oleh 1 mL ekstrak kasar selulase per menit pada kondisi tertentu, 





L.7.4 Data Hasil Uji Aktivitas Selulase dengan Variasi Suhu 
Suhu (˚C) Kode Isolat Aktivitas Selulase (U/mL) 
30 ˚C IR 1 0,741 
 IR 2 0,616 
 IR 4 0,699  
 IR 6 0,638  
 IR 10 0,678  
40 ˚C IR 1 0,685  
 IR 2 0,616  
 IR 4 0,710  
 IR 6 0,632  
 IR 10 0,680  
50 ˚C IR 1 0,608  
 IR 2 0,610  
 IR 4 0,610  
 IR 6 0,608  
 IR 10 0,622  
60 ˚C IR 1 0,593  
 IR 2 0,610  
 IR 4 0,596  
 IR 6 0,590  



















Lampiran 8. Dokumentasi 
L.8.1 Bakteri Hasil Isolasi dari Bekatul 
 
Isolat IR 1 
 
Isolat IR 2 
 
Isolat IR 4 
 
Isolat IR 6 
 
Isolat IR 10 
 
Peremajaan Isolat Bakteri 
 
L.8.2 Uji Aktivitas Selulase 
 
Ekstrak Kasar Enzim Selulase 
 






Kurva Standar Glukosa 
 
Campuran Ekstrak kasar Enzim 
Selulase dan CMC 1% pH 7 
 
Inkubasi dengan Berbagai Suhu 
 
Proses Pemanasan Reagen DNS 
 
Setelah Ditambahkan KNa-Tartrat 
40% 
 
Uji Absorbansi sampel Menggunakan 
Spektrofotometer UV-Vis 
 













Lampiran 9. Statistik TwoWay ANOVA 
 








Suhu 1 Suhu 30 15 
2 Suhu 40 15 
3 Suhu 50 15 
4 Suhu 60 15 
Kode_Isolat 1 IR 1 12 
2 IR 2 12 
3 IR 4 12 
4 IR 6 12 





























Dependent Variable:   Aktivitas_Selulase   
Suhu Kode_Isolat Mean 
Std. 
Deviation N 
Suhu 30 IR 1 .074067 .0227430 3 
IR 2 .061600 .0008544 3 
IR 4 .069933 .0176540 3 
IR 6 .063833 .0038799 3 
IR 10 .067833 .0162531 3 
Total .067453 .0133895 15 
Suhu 40 IR 1 .068467 .0155359 3 
IR 2 .061600 .0017000 3 
IR 4 .071000 .0167215 3 
IR 6 .063167 .0046307 3 
IR 10 .067967 .0150859 3 
Total .066440 .0111159 15 
Suhu 50 IR 1 .060800 .0007211 3 
IR 2 .061000 .0010149 3 
IR 4 .060967 .0008386 3 
IR 6 .060767 .0007095 3 
IR 10 .062200 .0054286 3 
Total .061147 .0022158 15 
Suhu 60 IR 1 .059267 .0011504 3 
IR 2 .060933 .0016623 3 
IR 4 .059533 .0019035 3 
IR 6 .059033 .0017898 3 
IR 10 .066300 .0041869 3 
Total .061013 .0034665 15 
Total IR 1 .065650 .0133145 12 
IR 2 .061283 .0012074 12 
IR 4 .065358 .0117130 12 
IR 6 .061700 .0033637 12 
IR 10 .066075 .0101923 12 









Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable:   Aktivitas_Selulase   
Source 
Type III Sum 
of Squares df 
Mean 





 7 .000 1.378 .234 
Intercept .246 1 .246 3030.836 .000 
Suhu .001 3 .000 2.154 .105 
Kode_Isolat .000 4 6.463E-5 .797 .533 
Error .004 52 8.112E-5   
Total .251 60    
Corrected 
Total 
.005 59    




























































Suhu 40 .001013 .0032888 .990 -.007715 .009742 
Suhu 50 .006307 .0032888 .233 -.002422 .015035 
Suhu 60 .006440 .0032888 .217 -.002289 .015169 
Suhu 
40 
Suhu 30 -.001013 .0032888 .990 -.009742 .007715 
Suhu 50 .005293 .0032888 .382 -.003435 .014022 
Suhu 60 .005427 .0032888 .360 -.003302 .014155 
Suhu 
50 
Suhu 30 -.006307 .0032888 .233 -.015035 .002422 
Suhu 40 -.005293 .0032888 .382 -.014022 .003435 
Suhu 60 .000133 .0032888 1.000 -.008595 .008862 
Suhu 
60 
Suhu 30 -.006440 .0032888 .217 -.015169 .002289 
Suhu 40 -.005427 .0032888 .360 -.014155 .003302 




Suhu 40 .001013 .0032888 .759 -.005586 .007613 
Suhu 50 .006307 .0032888 .061 -.000293 .012906 
Suhu 60 .006440 .0032888 .056 -.000159 .013039 
Suhu 
40 
Suhu 30 -.001013 .0032888 .759 -.007613 .005586 
Suhu 50 .005293 .0032888 .114 -.001306 .011893 
Suhu 60 .005427 .0032888 .105 -.001173 .012026 
Suhu 
50 
Suhu 30 -.006307 .0032888 .061 -.012906 .000293 
Suhu 40 -.005293 .0032888 .114 -.011893 .001306 
Suhu 60 .000133 .0032888 .968 -.006466 .006733 
Suhu 
60 
Suhu 30 -.006440 .0032888 .056 -.013039 .000159 
Suhu 40 -.005427 .0032888 .105 -.012026 .001173 
Suhu 50 -.000133 .0032888 .968 -.006733 .006466 
Based on observed means. 
























Suhu 60 15 .061013 
Suhu 50 15 .061147 
Suhu 40 15 .066440 
Suhu 30 15 .067453 
Sig.  .217 
Means for groups in homogeneous subsets 
are displayed. 
 Based on observed means. 
 The error term is Mean Square(Error) = 
8.11E-005. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 
15.000. 














































 IR 1 IR 2 .004367 .0036770 .758 -.006024 .014757 
IR 4 .000292 .0036770 1.000 -.010099 .010682 
IR 6 .003950 .0036770 .819 -.006440 .014340 
IR 10 -.000425 .0036770 1.000 -.010815 .009965 
IR 2 IR 1 -.004367 .0036770 .758 -.014757 .006024 
IR 4 -.004075 .0036770 .801 -.014465 .006315 
IR 6 -.000417 .0036770 1.000 -.010807 .009974 
IR 10 -.004792 .0036770 .690 -.015182 .005599 
IR 4 IR 1 -.000292 .0036770 1.000 -.010682 .010099 
IR 2 .004075 .0036770 .801 -.006315 .014465 
IR 6 .003658 .0036770 .856 -.006732 .014049 
IR 10 -.000717 .0036770 1.000 -.011107 .009674 
IR 6 IR 1 -.003950 .0036770 .819 -.014340 .006440 
IR 2 .000417 .0036770 1.000 -.009974 .010807 
IR 4 -.003658 .0036770 .856 -.014049 .006732 
IR 10 -.004375 .0036770 .757 -.014765 .006015 
IR 10 IR 1 .000425 .0036770 1.000 -.009965 .010815 
IR 2 .004792 .0036770 .690 -.005599 .015182 
IR 4 .000717 .0036770 1.000 -.009674 .011107 
IR 6 .004375 .0036770 .757 -.006015 .014765 
LSD  IR 1 IR 2 .004367 .0036770 .240 -.003012 .011745 
IR 4 .000292 .0036770 .937 -.007087 .007670 
IR 6 .003950 .0036770 .288 -.003428 .011328 
IR 10 -.000425 .0036770 .908 -.007803 .006953 
IR 2 IR 1 -.004367 .0036770 .240 -.011745 .003012 
IR 4 -.004075 .0036770 .273 -.011453 .003303 
IR 6 -.000417 .0036770 .910 -.007795 .006962 
IR 10 -.004792 .0036770 .198 -.012170 .002587 
IR 4 IR 1 -.000292 .0036770 .937 -.007670 .007087 


















IR 1 12 .061283 
IR 2 12 .061700 
IR 4 12 .065358 
IR 6 12 .065650 
IR 10 12 .066075 
Sig.  .690 
Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
 Based on observed means. 
 The error term is Mean Square(Error) = 8.11E-
005. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 12.000. 
b. Alpha = .05. 
 
IR 6 .003658 .0036770 .324 -.003720 .011037 
IR 10 -.000717 .0036770 .846 -.008095 .006662 
IR 6 IR 1 -.003950 .0036770 .288 -.011328 .003428 
IR 2 .000417 .0036770 .910 -.006962 .007795 
IR 4 -.003658 .0036770 .324 -.011037 .003720 
IR 10 -.004375 .0036770 .240 -.011753 .003003 
IR 10 IR 1 .000425 .0036770 .908 -.006953 .007803 
IR 2 .004792 .0036770 .198 -.002587 .012170 
IR 4 .000717 .0036770 .846 -.006662 .008095 
IR 6 .004375 .0036770 .240 -.003003 .011753 
Based on observed means. 
 The error term is Mean Square(Error) = 8.11E-005. 
